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S AMENV ATTI i.IC
ï n  d i l  p r o e f s c h r i f t  z T j n  e x p e r i m e n t e n  b e s c h r e v e n ,  d i e  b e t r e k k í n g  b e b b e n  o p
d e  i n t r a -  e n  l n t e r s p e c i f i e k e  s o m a c Í s c h e  h y b r i d l s a t l e  v a n  d e  a a r d a p p e l
( S o l a n u r n  t u b e r o s u m  L . ) .  H e t  d o e l  v a n  h e t  o n d e r z o e k  w a s  e e n  b e t e r e  k e n n i s  v a n
h e t  a a r C a p p e l q e n o o m  t e  v e r k r l i g e n .  D e  i n t r a s p e c i f i e k e  f u s l e s  w e r d e n
u i t g e v o e r d  o ' n  d e  e í g e n s c h a p o e n  v a n  Í n o g ê 1 i j k e  m u c e n t e n  t e  b e s c u d e r e n .  D e
l n t e r s p e c i f i e k e  f u s í e s  m e t  n i t r a a t r e d u c t a s e  d e f i c i e n t ê  ( N R - )  m u t a n t e n  v a n  d e
w  i l de  Labakssoo r t  I - t -Sg :5 Ig  p l umbag in i f  o l i a  we rden  u i t gevoe rd  om na  t e  gaan
o f  h e L  ' l o g e l i . i  k  i s  a a r d a p p e l s ê n e n  c e  l o c a l i s e r e n  m e t  b e h u l p  v a n
Í n t e r s p e c Í f l e k e  s o m a t i s c h e  h v b r i d i s a t i e .  i . l a  w i l l e k e u r i g  v e r l i c s  v a n
a a r d a p p e l c h r o m o s o m e n  u i t  d e  g e v o r n d e  s o m a t i s c h e  h y b r i d e n  i s  h e t  w e l l l c h t
m o g e l i j k  d e  o v e r g e b l e v e n  a a r d a p p e l c h r o m o s o m e n  t e  i d e n È l f i c e r e n .  D i t  z o u
k u n n e n  r e s u l t e r e n  i n  h e t  l o c a l i s e r e n  v a n  b e t  c o m D e n s e r e n d e  N R - g e n  o p  e e n  v a n
d e  o v e r g e b l e v e n  c h r o m o s o m ê n .
ï n  d e  a l q e m e n e  i n l e i d l n g  ( l t o o f d s t u k  l )  1 s  g e w e z e n  o p  h e t  b e l a n g  v a n  d e
c o m á t l s e h e  c p l c e n e t í c a  e n  d e  h r r ' l  n n i r l d e l e n  d i e  b j i  d í t  s o o r t  o n d e r z o e k
o e b r u l k r  k r r n n e n  t r o r d e n .  D a a r n a a s f  i s  i n s e p a a n  o n  d e  m n o e l í i k h p í d
a a r d a p o e l g e n e n  ! ê  l o c a l i s e r e n  n a a r  a n a l o q i e  v a n  b e t  m e n s - k n a a g c i í e r  s y s È e e m ,
3 m  f r r e l a n r ^ d r r ^ i ê n  i r á n  a a r A a  n n o l - 1  i _ i n o n  À i o  r . c l c l è n t  ?  J i n  r p s e n
a m i n o z u u r a n a l o g e n ,  o p  È e  k u n n e n  k w e k e n ,  w a s  h e t  n o o d z a k e l l J k  e e n  s y s t . e e m  L e
o n t w i k k e l e n  v o o r  d e  c u l t u u r  v a n  c a l 1 u s -  o f  c e l s u s p e n s i e p r o t o p l a s t e n ,  I n
H o o f d s t u k  2  1 s  e e n  m e t h o d e  b e s c h r e v e n  v o o r  d e  i s o l a t i e ,  o p k w e e k  e n
r e q e n e r a t i e  v a n  c e l s u s p e n s i e p r o t o p l a s t e n  v a n  È k r e e  d i p l o i d e  a a r d a p p e l k l o n e n
( H H 2 6 0  e n  H I I 5 7 8 ) ,  D e  s L a a t  v a n  d e  c e l k w e e k  d i e  a 1 s  u í t g a n g s m a t ê r i a a 1
g e b r u í k t  w e r d ,  b l e e k  u i l e r m a t e  b e l a n g r i j k  È e  z l j n  v o o r  d e  v l t a l i t e l t  v a n  d e
g e i s o l e e r d e  p r o t o p l a s t e n . 0 Í n  d e  d r i e  m a a n d e n  m o e s È e n  v e r s e  c e l s u s p e n s l Í . e s
a a n g e m a a k t  w o r d e n . O o k  C e  s a m e n s t e l l l n g  v a n  d e  h o r m o n e n  l n  h e t  c u l t u u r r n e d l u m
b leek  l nv l oed  u i t  t e  oe fenen  op  de  regene raÈ ie  van  een  n i eu ró re  ce lwand  en  de
c e l d e l l n g  v a n  d e  g e i s o l e e r d e  p r o t o p l a s E e n .  C n g e v e e r  z e s  r n a a n d e n  n a  i s o l a t i e
w e r d e n  g e r e g e n e r e e r d e  p l a n t e n  u i t  c a 1 1 i  v a n  e e n  d e r  È w e e  d l o l o i d e
k l o n e n  v e r k r e q e n .  E x p e r i m e n t e n  b e t r e f f e n d e  e l e c t r o f u s í e  v a n  a a r d a p p e l -
1  i j n e n  d l e  r e s í s t e n t  z i i n  t e q e n  a r n i n o z u u r a n a l o g e n .  z í i n  b e s c h r e v e n  1 n
H o o f d s t u k  3 .  C e l s u s p e n s i e p r o c o p l a s t e n  v a n  a e c - 1 ,  e e n  v a r Í a n t  d i e  r e s i s t e n t
í s  t e g e n  S - a m i n o e È h y l c y s t e i n e  ( A E C ) ,  w e r d e n  g c f u s e e r C  Í r e t  h e t  z e ' l f d e  t y o e
p r o t o p l a s t e n  v a n  5 m t - 2 6  o f  5 n t - 2 7 ,  b e i d e  r e s i s t e n t  t e g e n  5 - m e t h y l . t r y p t o f a a n
( 5 l t t )  e n  k r u l s - r e s i s t e n t  t e g e n  3 - f l u o r o È y r o s i n e  ( 3 F T ) .  N a  e e n  u i t v o e r i q e
-  t 0 3 -
l n d i c a t i n g  t . h a t  t h e  v a r i a n t  c h a r a c t e r s  i n v o l v e d  h a d  b e e n  t r a n s Í I I i t t e d
d o n i n a n t l y .  A s  a e c - 1  a n d  5 m t - 2 6  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  s u i r a b l e  g e n e t i c
m a t k e r s ,  b o t h  c a n  n o w  b e  u s e d  f o r  o t h e r  s o m a t i c  c e 1 1  g e n e t i c  s t u d i e s  s u c h  a s
pa r t i a l  genome  t r ans fe r .
I n  o r d e r  t o  l e a r n  m o r e  a b o u t  t h e  c h a r a c t e r  o f  t h e  m u t a n t s  t o  b e  u s e d  a s
g e n e t í c  m a r k e r  i n  l n L e r s p e c i f i c  s o m a t l c  h y b r i d l z a t l o n  w i t h  t h e  p o t a L o ,  s o m e
N R -  m u t a n t . s  ( C n x  2 0 ,  t ! {  1 0 3 ,  i m p a i r e d  i n  t h e  M o - c o f a c t o r ,  N i a  2 6 ,  N A  3 6 ,
m u t a t e d  i n  t h e  s t r u c c u r a l  g e n e  f o r  L h e  a p o e n z y m e )  o f  N .  p l u m b a g j . n i f o l i a  h a v e
b e e n  e x a m l n e d  b i o c h e m i c a l l y  ( C h a p t e r  4 ) .  T h e  b i o c h e m i c a l  p r c p e r t i e s  o f  C n x
2 0  a n d  N i a  2 6  w e r e  s i m i l a r  L o  o t h e r  c n x A -  ( f o r  C n x  2 0 )  a n d  n i a  m u t a n t s
s t u d i e d  i n  N i c q r i a n a .  N e w  b t r o c h e m i c a l  p h e n o t y p e s  w e r e  d l s c o v e r e d  i n  t h e
mu tan t s  NA  36  and  Cnx  103 .  A l t hough  t he  Mo-co fac to r  o f  Cnx  103  í s  impa i red
s o m e  d i m e r í z a t i o n  c f  t h e  Í n u t a n L  N R  t o o k  p 1 a c e .  C n x  1 0 3  b e l o n g i n g s  t o
c o m p l e m e n t a t i o n  g r o u p  c n x D .  I n  c o n t r a s t  E o  N í a  2 6 ,  t ' l ê  3 6  w a s  t o  b e  a L r l e  t o
s y n t h e s i z e  N R  s u b u n i t s  p o s s e s s i n g  c y t o c h r o m e - c  r e d u c t a s e  a c t i v i t y  s i m l l a r  t o
t he  w l1d  t ype .
T h e  q u e s t i o n  w a s  r a l s e d  o n  f i n d l n g  t h e  p h e n o t y p e  o f  N A  3 6 ' * h e t h e r  o r  n o t
m o r e  t h a n  o n e  g e n e  i s  l n v o l v e d  l n  t h e  s y n L h e s i . s  o f  t h e  a p o e n z y m e .  T h i s
q u e s t l o n  c o u l d  b e  a n s w e r e d  a s  a  r e s u l t  o f  t h e  s u c c e s s f u l  c o m p l e L i o n  o f
l n t r a s p e c i f i c  s o m a t l c  h y b r i d i z a t i o r r  b e t w e e n  N i a  2 6  a n d  t ' l A  3 b  ( C h a p t e r  5 ) .
E lec t r o fus i on  wa$  ach ieved ,  us i ng  Cnx  20 ,  l , l : g  26  and  NA  36  p ro top las t . s .  NR+
s o m a t l c  h y b r í C s  w e r e  o b È a i n e d  a f t e r  m e s o p h y l l  p r o t o p l a s t  f u s i o n s  b e t w e e n  C n x
2 0  +  N i a  2 6  a s  w e l l  a s  a f t e r  c a 1 l u s  p r o t o p l a s t  f u s i o n s  b e t w e e n  C n x  2 0  +  N i 3
26  and  be tween  Cnx  20  +  NA  36 .  No  NR+  sama t i c  hyb r i ds  we re  ob ta i ne r l  i n  t he
expe r lmen ts  i nvo l v Í ng  f us i ons  be tween  N ia  26  acd  l ' 1A  36  F ro top lasEs .  T t  was
conc luded  t ha t  t he  mu ta t i ons  i n  N ia  26  and  NA  36  a re  a1 le l i c ^  I n  Chap* -e r  6 ,
r e s u l t s  h a v e  b e e n  p r e s e n t e d  c o n c e r n i n g  t h e  h e t e r o l o g o u s  f u s l o n s .  L e a f
m e s o p h y l l  p r o t o p l a s t s  o f  t h e  n o n o h a p l o i d  p o t a t o  c l o n e  H 7 3 2 2  w e r e  f r : s e d  w l t h
ca1 lus  p ro top las t s  o f  NR-  mu tan t s  Cnx  20  and  NA  36  f r om N .  p l umbag in i f o l i l .
T h e  H 7 3 2 2  m e s o p h y l i  p r o t o p l a s È s  l a c k e d  r e g e n e r a t l o n  c a p a c l t y  u n d e r  t h e
c u l t u r e  c o n d i c i o n s  u s e d .  S o n a E i c  h y b r l d  l i n e s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  N R
p r o f l c i e n c y .  A l l  t h e  t e s t e d  c a 1 1 u s  1 l n e s  a p p e a r e C  t o  b e  s t a b l e  f o r  t h e
re ten t i on  o f  t he  po ta to  ch romoso rne  ca r r y l ng  t he  compensaE lng  NR 5 ;ene  when
g r o w n  f o r  o v ê r  o n e  a n d  a  h a l f  y e a r s  í n  t h e  a b s e n c e  o f  n i t r a t e .  D l s t o r t e d
shoo t s  we re  regene ra ted  f r om s i x  d i f f e ren t  f us l on  1 l nes  o f  Cnx  20  +  H7322 .
The  ka ryo t ype  o f  117322  appea red  t o  d í f f e r  s l i gh t l y  f r om  thê t  o f  a  nonop lo i d
S .  t ube rosum c l one  t r ac i ng  back  t o  cv .  G ineke .  Ana l ys i s  o f  t he  ka ryo t ype  o f
- 1 0 0 -
h e b b e n  n a d a t  d e  1 l j n e n  l a n g e r  d a n  a n d e r h a l f  j a a r  o p  n i t . r a a t - v r i j  m e d l u m
w a r e n  g e k w e e k t .  M l s v o r m d e  s p r u i t j e s  w e r d e n  g e r e g e n e r e e r d  u i t  z e s
v e r s c h i l l e n d e  f u s í e s  v a n  C n x  2 0  +  H 7 3 2 2 .  H e È  k a r y o t y p e  v a o  H 7 3 2 2  b l e e k
en igsz i ns  t e  ve r sch i l l en  van  da t  van  een  monop lo i de  aa rdappe l k l oon  a fge le i d
van  cv .  G ineke .  U l t  onde rzoek  aan  he t .  ka r yo t ype  van  de  soma t i sche  hyb r l den
b l e e k ,  d a t  a c h t  m a a n d e n  n a  f u s í e  g e e n  p r e f e r e n t .  l e e l  v e r l i e s  v a n
a a r d a p p e l c h r o m o s o m e n  h a d  p l a a t s  g e v o n d e n .  H e t  k a r y o t y p e  v a n  r e g e n e r e r e n d
w e e f s e l  v a n  d r i e  s o m a t l s c h e  h y b r i d e n  v a n  C n x  2 0  +  H 7 3 2 2  w e r d  n a d e r
b e s t u d e e r d .  V i e r e n t r . / l n t i g  m a a n d e n  n a  f u s i e  n e r d e n  l n t r a s p e c i f i e k e  e n
i n t e r g e n e r i e k e  t r a n s l o c a t l e s ,  f r a g m e n t e n  e n  d e l e t l e s  $ r a a r g e n o m e n .  E l i m l n a t i e
van  aa rdappe l -  en  N .  p l umbag in i f o l í a - ch romosomen  had  p l aa t s  gevonden  voo r  en
n a  g e n o o m - v e r d u b b e l i n g .  A l h o e w e l  b l e e k  d a t  d e  c o m b l n a c i e  v a n  c h r o m o s o m e n
b l n n e n  e e n  l i j n  k a n  v a r i e r e n ,  w e r d e n  i n  t e n m i n s t e  e e n  l i j n  a 1 l e  1 2
a a r d a p p e l c h r o m o s o m e n  a a n g e L r o f f e n .  E r  Í r e r d  g e c o n c l u d e e r d  d a t  d e z e
c o m b i n a t l e  v a n  p r o t o p l a s t . e n  o n d e r  d e z e  k w e e k c o n d l È l e s  r e s u l t e e r t .  Í n  1 Í j n e n
d i e  s l e c h t  b r u í k b a a r  z l j o  v o o r  g e n - 1 o c a 1 i s a È 1 e  b i j  d e  a a r d a p p e l .  I n
H o o f d s t u k  7  z i j n  e n l g e  a l g e m e n e  o p m e r k i n g e n  g e m a a k t  o v e r  d e  l n  d í t
p r o e f s c h r l f t  b e s c h r e v e n  e x p e r i m e n t e n .  0 o k  z í j n  s u g g e s t i e s  g e g e v e n  v o o r
aanvu l l i ngen  op  de  expe r imen te l e  benade r i ng ,  d i e  zouden  kunnen  l e l den  t o t
h e t  b e r e i k e n  v a n  h e t  u i r e l n d e l i J k e  d o e l :  l o c a l i s a t i e  v a n  a a r d a p p e l g e n e n .
